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動物細胞の ゲ ノ ム は数本か ら数十本の 染色体 か ら 成
る . そ の 複製 は細胞周期の S 期(D N A合成期)に 行な
わ れ
1)
, 染色体 D N A分子の 多数 の 部位 か ら 開始 さ れ
る2 卜4I
細菌細胞 の 場合と類比 し て 考 え る と , S 期 の 長 さ
は , S 期内で 働き う る 複製開始点の 総数 ( 複製単位の
大 きさ に関係す る .) 及び 複製単位 の 複製開始頻度( 時
間的順序の 調節), そ して 複製点で の D N A合成速度 な
ど の パ ラ メ タ 一 に より 決 まる と 考え られ る . こ れ ま で
の 研究に より , と く に 複製単位の 大きさ の 調節引
~7I及び
複製単位 の 複製開始頻度の 調節7)(時間的順序の 調節)
が重要な役割を果し て い る こ と が 示 唆さ れ た , さ ら
に , D N A線椎 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ 法 を 用 い た 実験
は 叩卜 岬 , い わ ゆ る 複製単位 が群単位 と して も時間的
順序 の 調 節を受 けて い る可能性を示し て い る .
全 S 期 に わ た っ て , こ の よ う な D N A複製の 時間的
順序 の 調節 は存在す るの だ ろ う か . 今 ま で の 研 究 は
D N A複製順序性が 部分的 に は存在す る こ と を 明 ら か
に し た . す なわ ち . 複製 D N Aの 塩基組成 はS 期を 通じ
て 一 定の 変化を 示す 川 叫 と申 , S 期初期 ま た は 後期
に 標 識 し た D N A15卜1 引. 特 殊 な 性 質 を 示 す
D N A13) 岬 9 卜22l, あ る い は特定 の 遺伝子23 ト 細な ど の 複
製時期 は他の 世代で も再現性 が あ る とか を示 し た .
L か し, S期 の あ らゆ る 時期に お い て D NA 複製 が
一 定の 順序で 行な われ て い る か に つ い て は な お 実証が
不充分 で ある . さ ら に , 方法的 に もい く つ か の 問題が
あ る . た とえ ば , 同調細胞を用 い て い る 多く の 研究で
は . 同調化 に 用 い た D N A合成阻害剤の 影響や同調化
に 伴う 2 次的効果に つ い て あ ま り配 慮さ れ て い な い .
従 っ て , 従来の方法の 問題点 を充分考慮 し た上 で S 期
全体 に わ た り D N A複製が 一 定 の 順序 で 行なわ れ て い
るか 否か を し ら べ る こ と が 必要 で あ る .
対数増殖期に あ る培養細胞を短時間標 識 し た の ち
M 期 に 遷 した 細胞を順次集め ると , S 期 全体 に わ た
っ て S 期の 各時期で 標識さ れた 細胞 を 集 め る こ と が
可能 で あ る13‖
6) (以 下 , こ の 方 法 を Retr o active
Syn chr o niz atio n法23)と呼 ぶ). こ の 方法 は D N A合成
阻害剤を用い る こ と も , ま た GI期で の 細胞の 乱 れ の
問題 も避け る ば か り で は な く , 細胞 を同調化し ない で
S 期全体 に わ た り特定 の 時期 に あ る 細胞 を標識で き
る利点をも つ .
本 研 究 で は . HeLaS3 細 胞 を 用 い て . こ の
Retr o a ctive Syn chr o niz atio n 法に よ る場合と M 期
細胞採集法 細 に より 同調化 した 細胞を用い る場合の 2
種 の 解析法 の 結果 を比較す る こ と に よ り , 全S 期にわ
た る D N A複製 の 順序牲 の 有無 を し ら べ た . さ ら に
Hydr o xyu re a(H U) 同調法のS期 へ の影 響も検討し た,
そ の 結果, S 期の あ ら ゆ る時期 に お い て D N A は一
定の 順序で 複製す る こ と が わ か っ た . ま た . H U同調
法 は S 期初期 の DNA 複製順序 に は変化 を与えず, し
か も単位時間当り の 複製点の 数の 増加 も S 期 の 長さ
の 短縮 も起 こ さ なか っ た . さ ら に , こ の 研究過程で生
理的 な も の に 加え て . 標識 に 用い た ト リ チ ウ ム の 放射
能効果が細胞進行 を著し く乱す こ と が わか っ た .
実験材料および方法
Ⅰ. 細 胞培養
細胞 は HeLa 細 胞S 3株 を用 い た(金沢大学薬学部堀
川正克博士よ り供与さ れ た .).
培養液 は浮遊細胞培養用 イ ー グ ル M E M培地｢ニ ッ
ス イ｣(日水製薬) を 1上 の 2 回蒸留水 に 溶か し . L- ダ
ル ク ミ ン 0 .292g を 加え , 10 %炭酸水素 ナ トリ ウ ム 水
溶液 で PH を約7.0 に 調整し た . さ ら に 最終濃度10 %
に な る よ う に 仔 牛血 清(Flo w社)を加 え た .
培 養瓶 に 生育 し た細胞を , 0.25 %ト リ プ シ ン 溶液




細 胞を 15m⊥の 上記培養液の 入 っ た 中角瓶( 池本
理 化) に 加え , 37
0
c 密 閉系で 単層培養し た . こ の 条件
下で は細胞の 世代時間は約 24～ 25時間で あ り , 5 日
間毎 に 継代 を行な っ た .
Study o nthe te mpo r ally o rde red replicatio n of D N Ain HeLa S3c ells･ Shigeyas u
Aoyam a, Departm e nt of Biophysics(Dire cto r : Pr of･ H ･ Yo shi kaw a), Ca n c er Res er
ch
Institute, Ka n az a w aUniver sity.
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Ⅲ . 緩衝液
1. P.B.S. ; 1L中 に , NaC1 8.Og. K C l O.2g.
Na2H P O41.15g , K H2P O4 0.2g を 含む .
2, 1 × S S C; 0.15 M NaCl, 0.015M Na3 ･ Citr ate
3 . 1ysis buffe r; 0 .2 M NaCl, 10mM E D T A. 0 .2
% Sar c o syl, PH9.0.
Ⅳ . 実験方法
1. M 期細胞採集法 お よ び同調培養
出来る だ け生理 的に 同調化を行な う方法 と し て M
靭細胞採集法 呵を 用 い た , こ れ は M 期細胞 の ガ ラ ス 面
吸着力が特 に 弱い こ と を 利用し て い る が , 通 常 の イ ー
グル M E M培地 より も更に 吸着力を弱め る低 カ ル シ ウ
ム培地を 用 い て , より 多く の M 期細胞を得 る の に 好成
績を収めた .
ま ず , 30ml培 養液の 入 っ た ル ー 瓶 ( 池本理 化)3 ～
9 本に 対数増殖期 に あ る 細胞 を各々 5 × 105 個 をカロえ
2 ～ 4 日間培養し た . 細胞の D N A を一 様 に 標識す る
とき は, 1 日後に1 4c･ T d R又は3tl- T d R を各々 最終濃
度を0.1FL C/2FLgT d R/ mL又 は0.5〟C/2〟gT d R/ m=こ な
るよう に 加え 4 日間培養した . ま た . 細胞 を短時間標
識すると き は , 4 日 間培養後 , ま ず古 い 培養液を 除 き
直ち に 細胞 を10 mエの 新鮮培養液で 2 回洗 い , そ の 後
3
H･ T d R(2pc/ mL)あ る い は14c -T dR (0.3FL C/ mL).で1
時間標識し た . T d R(50〟g/ mり を 含む培養液で 置き
換え る こ と に よ り棲識前駆体の 取込み を 抑え . さ ら に
培養液で 数回洗 っ た準, も との 連続標識用培養液で
一
定時間培養し続け た .
M 期細胞の 採集を開始する前に 古 い 無標識 の 培養
液あ るい は連続標識用培養液を捨て 去 り , 新鮮培養液
で 1回細胞面を洗 っ た 後10山 培養液 を加え . ル ー 瓶を
手動で 水平 に 1 0 回ほ ど 強く 振塗し . 水力学的力に よ
り球形ま た は亜 鉛形と な り壁面に 弱 く 結合 し て い る
M 期細胞を刺 しと っ た (1回の 振塗操作過程).
す で に浮遊 して い る細胞 . ゆ る く 壁面に結合 して い
る死細胞あ る い は剥れ や すい M 期以外 の 細胞 を 除 く
ために . 初め の 2回の 振遼操作過程で 刺さ れ た細胞浮
亜1
遊液を捨て 去 っ た後 , 10mエ培養液で 2回洗浄 し , さ ら
に 10mエ培養液 を加 えた . 30分後に ル ー 瓶を水平振塗
し M 期細胞を とり 去り , 新 た な101nエ培養液を加え 同
様の 操作過程を繰 り返し た . 2時間に わ た る 合計 4回
の 操作過程に よ り 集めた 細胞を水冷して 保存 し た . 以
上の 操作 はす べ て 37
0
c 恒温室内で 行な っ た . ･
M 期細胞採集法は機械的刺激を除巨= ゴ非常 に 生 理
的 な同調法で あ る が , 5 ～ 8 × 106個 の 対数増殖期細
胞が生育して い る ル ー 瓶 1本か ら , 1 回の 振塗操作 過
程 の 収率 はわ ず か 1 ～ 2 %で あ る .
分裂期で 集 め た HeLa 細胞は , 00c で 2 ～ 3 時 間保
存 して も 37
0
c に 戻す と細胞代謝及び同調 に 何 ら 影響
なく 細胞周期 を進行す る こ と が知 られ て い る2g 即l. そ
こ で . 2時間に わた る . 4 回の 操作過 程で 集 め た 細胞
浮遊液を水中で 保存する こ と に よ り収率の 増加を計 っ
た . 毎回集め た M 期細胞の 分裂指数は ばぽ 85～ 90 %
以 上で あ り . 水冷中も変化 しなか っ た .
同調培養を始 め る に は , ま ず 水冷し た M 期細胞浮遊
液 を 一 旦 遠心､し て . 新鮮培養液に 置き 換えて か ら37
0
c
恒温槽中で 急速に 温 めて 平衡化し た . 恒温室(37
0
c)
内で 35m/m ベ トリ デ ィ ッ シ ュ (Falc o n) に 細胞浮遊
液 を2mエづ っ 分注し た後 5 %炭酸 ガ ス培養器内で 培養
し た .
2. 3H ･T d Rの 取込み に よる D N A合成量の 測定法
35m/m ベ ト リ デ ィ ッ シ ュ 申で 対数増殖期に あ る 細
胞あ る い は M 期細胞採集法で 同調した細胞を
3H-Td R
(2〃C/ 最 あ るい は 1地 c/ mり を含む培養液で
一 定時間
榛識 し た . 標識用 培養液を除去し, 水 冷 し た P.B･S ･
(50〟g/ 扉 T d R を含 む .) で 数 回 デ ィ ッ シ ュ を 洗
い . 0.25 %ト リ プ シ ン 溶液で 細胞分散さ せ , そ こ か ら
適量をと り最終濃度1N に な る よう に K O H を加 え る
か . あ るい は 直接 デ ィ ッ シ ュ に K O H(最終1N K O H)
を 加え . 37
0
c で 1晩処理 し た後 H Clで 中細し た . こ れ
に 水冷し た 10 %ト リク ロ ル 酢酸(T C A)を加え , T C A
沈毅を Gla s sfi berRlte r( W hatm a n製 , GF/C) 上に
集 め , ト ル エ ン ･ P P Oシ ン テ レ 一 夕 ～ (P P O 5g/Lト ル
エ ン) を 用い て , その 放射能活性を測定し た ･
3 . CsC l密度勾配遠心法
同調培養後 , 各試料採取時間に 培養液(5〃g/ m⊥ 5-
B U d R を含む .)を除去し , 細胞を P 且S. で 3 回洗 っ た
の ち .細胞が 生育し て い畠デ ィ ッ シ ュ を- 20
0
c 冷凍庫
に 入れ保存す る .
保存し て い た試料細胞を1ysis buffe rで 溶か し ･ さ
ら に プ ロ ナ ー ゼ E を最 終濃度 500〝g/ mLに な る よ う
に 加え 37
0
c で 数時間処理する . その 後溶 けた 試料液 を
直径1.Om/m の 注射針の 申を 数回通 し D N A を切断す
442
る . こ の 溶液に 4.76g の CsCl と適量の 1 × SSC を加
え て 最 終密 度 を 1.7 0, 全 容 量 を 5.O mエ と し




35,000rpm ∴4 8時間遠心 した . 遠J亡.､後 , 遠心管の 底か
ら 8滴づ っ 分画し , 各分画の D N Aの 放射能活性 を液
休 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測定 した . こ の 条件
で は B U d Rの 置換率 は約 80 %で あ っ た .
4. オ ー ト ラ ジオ グラ フ 法
M 期 で 同調 した細胞 あ る い は H U処 理 に よ り 同調
した 細胞 を 一 定時間軸こ3H- T d R(2FL C/ mL) で 30分間
短時間標識 し , 直 ち に 水 冷 し た P.B.S. (50〟g/ ml
T d Rを含む .) で 3 回洗 い , そ の 後 0.25 %ト リ プ シ ン
溶液で 細胞を分散さ せ , 培養液 で 浮遊 した 後低速遠心
で 細胞を集 め る . 細 胞は メ タ ノ ー ル ･ 酢酸 ( 3: 1)
で 固定後 ス ラ イ ド グ ラ ス上 に 拡 げ , 一 日乾燥後 2 %過
塩 素酸溶液 で 2 回洗う こ と に よ り 酸可溶性標識化合物
を取り去り ∴充分水洗す る . ス ラ イ ド グラ ス に乳剤(サ
ク ラ N R- M2) を塗布し暗箱内で 3 週間露光後現像 し
た . 標識細胞当り 10個以下の銀粒子 の もの は , バ ッ ク
グラ ウ ン ドと し て 標識細胞と し な か っ た .
実 験 結 果
Ⅰ. Retro a ctiv eSyn chro niz atio n法 に よる解析
1. S 期の 特定期 で 短時間標識し た 細胞の 採 集 に つ
い て
D N A複製の 順序性 を禍 べ るた め に は , S 期 の 各時
期 で 標識 し た 細胞 を得 る必要 が あ る . こ の た め に
は , S 期の 開始及 び S 期全体を通 じて 高度な同調性 を
保 つ 細胞集団を必要 とす る . M 期及 び G工 期で 同調化
し た細胞を用い る場合は , GI期で の 細胞進行 の 乱 れ
の 問題31 即協 考慮 し なく て はな ら ない . 従 っ て t 今ま で
の 研究 の 多く は, GI/S 遷 移点で 同調イヒを行 な う こ と
を 目的 と して D N A合成阻害剤 を用 い て きた . し か し
なが ら , こ れ らの 研究で は , D N A合成阻害剤の 複製順
序性に 対す る影響に つ い て は とん ど し ら べ られ て い な
い ばか りで なく , 細胞集団 の 進行 を同調化す る こ と に
よる 2 次的効果に つ い て も検討さ れて い な い .
対数増殖期 にあ る培養細胞を短時間標識 し た の ち
M 期に 達し た細胞を順次集 め る と , S 期 全体 に わ た
っ て t S 期の 各時期 で 棲識 し た細胞分画を 順次集 め
る こ と が 可 能 で あ る13‖6J(こ れ を Retr oactiv e
Syn chr o niz atio n法23)と 呼ぶ). こ の 方法 は D N A合成
阻害剤を用 い る こ と も, ま た GI親 で の 細胞の 乱 れ の
問題も避け る ばか り で な く . 細胞 の 同調化を行 なわ な
い で S 期全体にわ た っ て 特定 の 時期 に 標識 さ れ た 細




c -T d R (0.1FLC/2〟g T d R/ mL) で 4 日間榛
識 した 対数増殖期細胞 に3H･Cd R(4FLC/ mL)で 1時間療
識 して , そ の 後30分毎に M 期細胞採集故 に よ り順次
M 期細胞を集め . 各組胞の D N Aへ の3H-C d Rの 取込
み 羞 の 変化を 測定 した (図1).
標識後 . 3時間か ら7 ない し 10 時間ま で に 集 めら
れ た細胞の 標識時 の D N A合成活性は次第 に 増加 して
い る が , そ れ以降 に 集 め られ た 細胞の D N A合成活性
は次第に 減少 し て い る . 即 ち , こ れ は標識時に S期後
期に あ っ た細胞か ら , 中期 , 初期に あ っ た 細胞 へ と順
次に 集め た こ と を 示し て い る .
以 下の 実験で は . 30 分毎 に 採集 し た M 期細胞 を水
冷保存 し , 4匡l分を集め 1細胞分画 と した . 図1 の 棒
グ ラ フ の 1 単位が 2 時間の 細胞分画 に 相当する . 即ち.
こ の 方法で は S 期細胞を , D N A め放射性 デ オ キ シシ
チ ジ ン (あ る い は チ ミ ジ ン) に よ る標識 に 関 して 8 ～
9分 画に 分 け る こ と に なる . は じ め の 2 分画を S 期後






H 短 時間標識 D N Aの 第2S 期 に お
ける 複製様式
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図 1 : 標識後 , M 期 に 至 っ た細胞の D N A当り の
3H-C d R取込み 量の 変化 .
1 4
c- T d R(0.1FLC/2FLg T d R/ mL) で 4 日間連続
標識し た対数増殖期細胞 に3H -C d R(4FLC/ mL) で
1 時間榛識 し , 37
0
c 培養液(50FLg/ mL C d R を含
む .)で 2 回洗 っ たの ち もと の 連続標識用培養液で
各時間培養し た . M 期細胞採集法 で 集 め た 細胞
の DNA へ が H-C d R取込み量 は実験方法 で 述 べ
た よう に し て 測定 し た . 3H/1 4c ratio で D N A当
り が H-C d R取込 み量を表示 した . 各樺 印(□) は
異 な る瓶で 各2 時間(30 分毎, 4回) の 振塗操作
過程 に より 集 め た 細胞分画 の D N A当 り が H･
C d R取込み量を表わ す . ( ○)はそ れ ぞ れ の 瓶 で
1回 の 振途操作過程 に よ り 集 め た M 期細胞 の
D N A当り が H-C d R取込 み量 を表わす .
HeLaS 3細胞 に お け る D N A複製順序性 に つ い て の 研究
1 で 述 べ た よう な 方法で S 期の 特定 の･時期 に 複製
され る D N Aの み が 標識さ れて い る 細胞分画を 集め ,
この 標識 D NA が次の S 期に お い て どの よ う な時期 に
複製する か を調 べ るの が 目的で あ る . こ の た め に は ,
対照と して 全体の D N Aの 複製様式を同時に 測定 す る
必要があ る . そ こ で , 全 体 の D NA と特 定 の 時期 の
DN A を 2種 の 異 な る放射性同位元素で 標識し , 次 の
S期の 複製は 5･BU d R を取込 ませ . 複製し 一 方 の 鎖が
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図2 : 実験プ ロ ト コ ー ル
S期 の 特定期 で 短時間標識し た細胞 の 獲得と 標
識 D N Aの 第2S期に お ける 複製様式の 解析法 .
Expt.Ⅰ :
1ヰ
c･T d R (0.1FLC/2FLg T d R/ mL) 又は
3
H- T d R(0.5〃C/2FLg T d R/ mL)で 4 EI間遠続標識
し て D N A を均 一 に 標 識 し た 対数増殖期細胞
に ,
3
H-T d R (2FL C/ mL)又は
14
c- T d R(0.3FLC/ mL)
で 1時間標識する . もと の 連続標識用培養液で さ
らに 一 定時間培養し て の ち , 2 時 間 に わ た り M
期細胞採集法 に より S 期の 特定期 で 標識 さ れ た
M 期 細 胞 分画 を 集 め る (Retro a ctiv e Syn chr o-
niz atio n法 : 但 し 各細胞分画は異 な る 母集団か
ら 集める .) . デ ィ ッ シ ュ で 同調 培養後 0.5時間
に 新生 D N A を重く 標識す るする た め に 5-B U d R
(最終濃度5〃g/ mエ)を 加え . 第 2S期 の 各時期 に
試料細胞 を採取し た . CsCl密度 勾 配 遠心法 を行
な い , 図3 の 説明文中 の 式 に よ り 標識 D N Aの
複製の 割合 を求め た .
Exp t. Ⅱ :
1 4
c-T d R(0.1FLC/2FLg T d R/ mL) 又
は
3H･T d R(0.5FLC/2iLg T d R/ mL)で 4 日間連続標
識した 対数増殖期細胞か ら , M 期 細胞採集法 に
より 細胞を集 めて デ ィ ッ シ ュ で 同調培養を始め た
( 0時間). 第 1S 期 の 各時期に3H- T d R (2〟C/ nL)
又 は
1 4c- T d R(0.5〟C/ mL)で 1時間標識 し , 培養液
(50〟g/ 山 T d R を含む)で 細胞面を 2回洗 っ た
の ち チ ェ イ ス 用 培養液 (2.5〟g/ nl T d R を含
む)で 培養を っ づ けた . 30.5時間(ときに は 28.5
時間あ る い は3 4時間)に 5-B U d R(5FLg/ mL)を含
む培養液に置き換 え , そ の 後第 2S期の 各時間 に
試料細胞を採取 し た . 槙識 D NA の 第 2S 期で の 複
製の 割合 は , Expt.Ⅰと 同様な方法 で求 め た .
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そ こ で . 策1 の朗.合わ せ と して 以 下の よ う に 行 な っ
た (図2 の Expt. I).
I4c･T d Rで 4 日間連続棲諭した
対数増殖 して い る細胞に
3
H-T d Rで 1 時間標識し . 一
定時間後か ら 2時間に わ た り M 期細胞採集故 に よ り
集め た細胞分画 は直ち に 37
0
c 新鮮培養液で 同調培養
を行 な っ た . 新 生 D N A を重 く 標識 す る た め に 5-
B U d R(最終濃度5FLg/ mL)を 加え , そ の 後経時的に 試
料細胞 を採取 し て CsCl密度勾配遠心法に か け た . 複
製に より 片方の 鎖に 5･BUdR を含み 重 く な っ た 標 識
D N A分画(H L)を まだ 複製し て い な い 標識 D N A分画
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斑3 : 標識 D N Aの CsCl密度勾配遠心分離 パ タ
ー





間標 識 し た 対数増殖期細胞 か ら Retr o a ctiv e
Syn chr o niz atio n法 に よ り 標 識後, (a)1 5 ～
17時間, (b)5 ～ 7時間 に M 期 に 達し た細胞分
画を 集め , 5-BUd R存在下 で 同調培養 を 行 な っ
た . 同調後 (a) 18時間, (b)19.5時間に 試料細
胞を採取 し . CsCl密度勾配遠JL､故に か け , 各分画
の D N Aの 放射能活性 を測定 した .
(○- p O) : 3LトD N A, (◎仙一小 ⑳) ･
1 4
c- D N A
を あ ら わ す . (J)の と こ ろで 軽い 分画(L L)と 重
い 分画 (H L)と を分け , 次式に より 各標識の 複製
の 割合を求め た .
標識 D N Aの 複製の 割合 = 盲丁 子 汀
(a)1
4
c : 54･9 % ,
3
H : 64･0 %･
(b) 川c : 5 8.1 % , 3H : 14.2 %
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よ び短時間棲識 D N A(3H -D N A) の 複製 の 割合 (Pe r
C e nt r eplic atio n) を求め た ( 図3).
図4 は各細胞分画の 標識 D N Aの 第2S現 に お け る
複製様式 を示■し て い る . 短時間標識後 , よ り遅く M 靭
に 達す る細胞分画( 即ち , より S 期初期に 近い 分画)
が H･D N A(短時間療識)は ど第 2S期で は よ り 先行し
て 複製が進 む . こ れ は , DN Aの 複製が 全く 無秩序に 起
るの で はな く , 一 定の 順序 に 従 っ て 起 っ て い る こ と を
示す .
しか し , 第 1S期の 中期 な い し は後期標識細胞分画
が H･ D N Aは - 全 D N A(
14
c-D N A)の 複製様式と比較
す る と , 第2S 期で も明 らか に 中期 な い し は後期 に 複
製し て い る こ と が わか る . こ れ に 対し て , 棲識後 15～
17時間ない しは 13～ 15 時間に M 期 に 達し た S 期初
期標識細胞分画(以下 , R,S(1 5～ 17h). R.S(13～
15 h) の よう に 表示す る .) が H,D N Aの 第 2S期 で の
蝮製は , S 期初期に と ど ま らず S 期全体 に わ た り 全
D N Aに 近 い 複製経過 を示す . こ れ は , 第1S 期初期で
棲識 した D N A が第2S期 で は無秩序 に 近 い 複製 を行
なう こと を示 し て い る の か ,あ るい はS 期初期に 標識し
たと して い る細胞分画に , 標識時 S 期中期な い し 後期
に あ っ た 細胞で 細胞進行速度 の 遅 い もの が 混 じ っ て く
る た め に , 曳か け上 こ の 細胞分画が 牲 D N Aの 複製が
無秩序 に 近く み え るの か , こ の 実験 で は 区別 で き ない .
3.
3H 連続t 1 4c 短時間標識 D N Aの 第 2S 期 に お
け る複製様式
前述 の 系で は, 標識時 S 期中期な い し は後期 に あ っ
た 細胞で 進行速度の 遅 い もの が S 期初期模識細胞分
画 に 混入する可能性を指摘 した . こ れ に は生理 的に 生
ず る細胞進行 の 乱れ の 他 に 比活性 の 高い 3H に よ る 短
時間額哉に伴 う放射能効果 矧 が 関与 して い る こ と が 考
え ら れ る .
そ こ で .
3
H･ Td Rの 放射比活性を低く し , か つ S 期
の 各時間毎が H放射能効果の 感受性の 差 を 考慮 し な
い で すむ よ う に核種の 交換 を行 な っ た . すな わ ち . 細
胞 を弱く
3
H･T d R で 4 日間連続標識し定常状態 と し た
後 ,
14
c- T dR で 1 時間の 短時間標識を行な っ た (図2
の Expt. 1).
図5 は S期初期 の 細胞分画 R.S(15～ 17h). と S 期
後期の 細胞分画 R.S (5 ～ 7 h) の 標識 D N Aの 複製経
過を示 して い る .
R.S(5 ～ 7h) の14c- DNA(短時間棲識)は第 2S期
で も S 期後期で 複製して い る . 一 方 , R .S(15～ 17h)
の
14cTD N Aの 第 2S期 で の 櫨 製 は , 3H ･D N A( 全
D N A) の 複製経過と明らか に 異な り t む し ろ R.S(5
～ 7h) の も の と非常に よ く似 た櫨製経過を示す . しか
も ･ こ の 川c- D N Aの 多 く は第2S期初期 で 複製し て い
る .
こ れ は , 第1S期 の 初期 で 棲識し た D N A が第2S期
で 無秩序 に 近い 複製 を行なう こ と はな く - S 期後期せ
標識 し た D N Aと 同様に S 期初期の 一 定の 時期 に 複製
して い る こ と を 示す .
従 っ て t 前述の 系で S 期初期細胞分画の 短時間梗識
D N A が全 DN Aに 近い 複製経過を示 した の は,標識時
S 期 の 中期 な い し後期 に あ っ た細胞進行速度 の 遅い
細胞が こ の 分 画に 混入 した た め と考え られ る . この 著
し い 混入に は , 比活性の 高い 3H に よ る短時間棟識に伴
う 放射能効果 が関係 して い る .
こ れ ら2 種類の 実験結果か ら, 臼eLa 細胞で は2 世
代 に わ た り S 期全体の D N A複製順序 が 一 定で あ ると
解釈 で き る . し か も , 標識細胞の 同調化に よ る2次的
効果 は少く と も こ の 実験精度で は見 られ な い .
図4 : 14c 連続 , 3H 短時間標識 D N Aの 第 2S期 に
お け る 複製様式 .
図1 の Expt,Ⅰで 示 した よ う に 川 c 連 続 , 3H 短
時間棲識し た対数増殖期細胞 か ら Retr o a ctiv e
Syn chr o niz atio n法 に より . 標識後 5 ～ 7 時間
(靭--【亜). 7 ～ 9 時間(ロ ー ロ), 9 ～ 11時間
( A - A), 11～ 13時 間( △ ¶ △), 13～ 15
時 間(⑳仁 一 サ ◎), 15～ 17時間( ○ - ○)に M
期 に 達 した 細胞分画( 略して R.S(15～ 17h)の よ
う に かく .)を 集め , 各細胞分画の 均 一 に 槙識 した
14c･D N A(･ … ‥ )及 び3H ･D N A(M ) の 第2S期
の 種々 の 時間に お け る 複製の 割合 を図 3の よ うに
して 求め , 時 間に 対 して プ ロ ッ ト し た .
各細胞分画は それ ぞ れ 異な る母集団か ら集めら
れ . し か も別々 に 同調培養を行な っ て い る . 従 っ
て , そ れ ぞ れ の
14c- D N Aの 複製経過 に は多少ばら
つ き が あ る . そ こ で , す べ て の 川c- D N Aの 複製が
一 致す るよ う に 補正する ため に . 各細胞分画の 第
2S期の 各時間で 得ら れ る
3
H-D N Aの 複製の 割合
を , そ の 時間の 14c-D N Aの 複製の 割合と同L:値を
示す R.S(15～ 17h) の 時間に プ ロ ッ トし た .






























c 短時間標識 D N Aの 第 2S 期 に
お ける複製様式 .
図1 の Expt･Ⅰに 従 っ て 行 な っ た ･
1 4c と3H の
核種の 使用法 を逆 に し た以外 は, 図4 と 同じ方法
で
1 4c- D N A(短時間標識) の 複製様式を求 め た ･
S 期初期細胞分画 R.S (15～ 17h) : ○
榊
○ ;
S 期後期細胞分画 R.S(5 ～ 7h) : △ 肘 ▲
△ ; 均 一 に 榛識 した
3H- D N A(ロ … … ロ)の 複製




c- D N Aの 複製は図 4 と同様に 補正 して
プ ロ ッ トし た .
Ⅱ . 従来の 方法の検討
前述 の , 対 数増殖期 細 胞 を 標識 し た の ち S 期 の
特定期 で 標鼓 し た 細胞 分画 を 集 め る Retr o a ctiv e
Synchro niz atio n法 の 解析に より , S 期全体の D NA
複製順序が 2世代 に わ たり 一 定で あ る こ と を 示し た .
し か し な が ら . こ の 研 究 で 用 い た Retr o a ctiv e
Syn chro nizatio n法 に よ る場合は . か なり の 再現性 が
あると はい え , S 期の 特定期で 標識 し た各細胞分画 を
異 なる実験の 母集団か ら 集め , 別々 に 同調 培養を行な
っ た
. さ らに , S 期初期で 標識し た各細胞分画 は M 期
に到達す る ま で に S 期後期の もの に 比 べ よ り 時間 を
要L , 生理的に も生ず る細胞進行の 乱 れ の 影響 を受け
やすい .
こ れ に 対し て , 細胞 を同調化 して の ち 標識す る従来
の 方法(M 期 川24J及 び GI期同調 法一9)20J23). D N A合 成
阻害剤に よる 方法 川 仰 5)22I23)25卜27))で は , 同 じ実験の 母
集団か ら 由来 した 細胞を S 期の 各時期で 標識 しう る .
その 上 , こ れ らの 方 法は S 期後期よ り も S 期初期で 標
識す ると き の 方が 細胞集団の 同調度 が高い .
そ こで . こ れ らの 利点を も つ 従来の 方法 の う ち , 阻
害剤を用 い ず比較的生理的な M 期細胞採集法 に よ る
場合に も, 2世代 に わ たる D N A複製順序の 一 定 性 が
観察で き るか を検討 した .
一 方, D NA 合成 阻害剤に よ る 同調法は S 期 の 開始
時期を任意 に 遅らせ る こ と が で き , か つ S 期全体を通
じて 高度な同調 を維持さ せ う る可能性 を も つ , 現在 の
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と こ ろ 唯 一 の 方法で あ る. しか し な が ら . D N A複製過
程 に 及 ぼ す影響に つ い て は わず か な 報告
34卜381が あ る
に す ぎな い . そ こ で 最 も よく使 わ れ る HU 同調法 の
DN A合成活性及 び D NA 複製順序性に 対す る 影響
検討した .
1. M 期同調法 に よ る解析
M 期細胞採集法 に よ る M 期間調法 は, 機械的刺激 を
除 けば非常 に 生理的 な方法で あ る . し か し , 細胞種に
よ っ て は . GI期が長く か っ 細胞進行の 乱 れ が 著 し い
た めに 第1S期で す で に 同調度が悪く な り , こ の 種の
解析 に は不適当 な場合が あ る .
M 靭細胞採集故に より 同調 化 し た HeLaS3 細 胞 の
同調 度を し ら べ る た め , 第1S 期の 各時間の3H- T d Rの
取込み 量 及び オ ー ト ラ ジ オ グラ フ 法に よる標識細胞の
割合の 変化を し ら べ た (図10 ).
同調細胞集団の D N A合成活性の パ タ ー ン は 1 相 の
比 較的鋭 い ピ ー ク をも つ が , D N A合成開始 か ら 終了
す る ま で に は 15時間以上要す る . し か も, D N A合成
が 開始さ れて か ら 5 ～ 6 時間以 上かか っ て , よ う やく
80 % 以上の 細胞が標識さ れ る . さ ら に , 大部分の 細胞
が標識さ れ なく なる の に 4 ～ 5時間以 上か か る . こ れ
は , GI期で 同調が 乱れ た こ と を 示す.
こ の 同調 法に よ る解析 は , 図2 の Expt. Ⅱの プ ロ ト
コ ー ル に 従 っ て 行な っ た . す な わ ち . 3H-T d R(又 ほ
14
c･T d R)で D N A を均 一 に 標識し た対数増殖期細胞 か
ら M 期細胞採集法に より 細胞を集め同調培養 を 始 め
~
0 5 10 15 2 0 25 3 0
Tjm e(hrs)
図 6 : M 期同調細胞の 第 1S期に お ける D N A合
宿性 の 変化 .





D N Aを均 一 に 標識 した 対数増殖期細胞 か ら M
期細胞採集法に よ り細胞を集めて 同調培養を始め
(0 時間), 第1 S期の 6個所で
1 4
c -T d R(O.5〟C/
rnL)の 1時間模識を行な い , D N Aへ の 取込 み量を
測定 した . 14c/3H ratio で D N A当り の
14
c-TdR
取込 み量 (⑳) を表示し た .
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て (0時間), 第1S期の 6 個所で 1 時間の
1 4
c･ T d R ( 又
は
3
H -T d R) 標識を行な っ た (図6 ). 標識し た各細胞
集団が第2S 捌 こ入る 前と 思わ れ る時期 に 5-B U d R(最
終濃度5〃g/
一
mり を 投与し , そ の 後経時的 に 試料細胞を
採取 して CsCl密度勾配遠心法 に か け た . 第2 S期の 各
時期で 示す 標識 D N Aの 複製の 割合 は図3 と同様 に し
て 求め た .
第 1S期の 各時間で3H ･T d R短 時間模識 し た 各細胞
集団で は , 対照と な る全体の D N A(14c･ D N A)の 第2S
期で の 複製経過 が 非常 にば ら つ き 一 致 しな い ( 図7).
こ れは , 5.B U d R投与(34時間)した と き すで に ,
3
H
梗識 した 各軸胞集団間に 細胞進行の 速さ や 乱れ方 の ,
著 し い 相違が あ る こ と を 示し て い る . 従 っ て , こ の 系
で 短時間標識し た D N A(3H -D N A) の 複製様式を解析
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図7 : M 期同調後 , 第1 S期が H-T d R短時間標識
に よ る第2S期 の 全 D N Aの 複製様式 に 及 ぼ す影
響 .
図2 の Expt. Ⅱ に 従 っ て 行な っ た . 均 一 に 標識
し た14c- D N Aを も つ 同調細胞集B]を , 第1S 期 の
8 ～ 9時間( ○ - 0 ), 10.5 ～ 11.5時間(ロー
一 口). 13～ 14時間(△ - △). 16 ～ 17時 間
(⑳ 叫 ◎), 19 ～ 20時間(A ‰ A), 2 2～ 23
時間( 由 一 因)で
3
H- T d R短 時間標識 して l そ の
後 34時間に 5･B U d R(5FLg/ mL)を含 む培養液で 置
き 換え , 第2S 期の 各時間 に 試料細胞 を採取 し
て , 全 D N A(1ヰc-D N A) の 複製の 割合 を求 め た .
と こ ろが , 第 1S 期の 各時間で14c- T d R短時間模
し た各細胞集団で は . 全体の D N A(3H･ D N A)が 示す
第 2S期で の 複製経過が非常に よ く 一 致 して 1 本 の 線
上に の る ( 図8). こ れ は 5-B U d R投与(30.5時間)
以前も以降 も , 各細胞集団 ご との 細胞進行の 乱れ方が
全く 同 じで あ る こ と を 示す.
そ こ で . 以下 の 実験で は . 全 体の D N A を
3
H , T d Rで
均 一 に 標識し , 第 1S期の 短時間棲誠に は
14
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図8 : M 期同調後 , 第 1S靭で 1
4
c- T d R短時間擦諭
し た DN Aの 第 2S期 に お け る複製様式 .
図2 の Exp t. Ⅱに 従 っ て 行な っ た . 均 一 に 標識
し た3H- D N Aを も っ 同調細胞集団 を , 図6で 示し
た よ う に , 第 1S期 の 8 ～ 9 時 間 ( ○ ←
0), 10.5 ～ 11.5時 間(□ 脚 □), 13～ 1 4時間
(△ 仙 △), 16 ～ 17時間(⑳ - ⑳), 19 ～ 20
時間(A - 一 息), 22～ 23時間(潮 叫 錮)で 川c-
T d Rの 1 時間標識を行ない ,そ の 後30.5時間に5･
B U d R(5/上g/ mL)を 含む培養液で 置き 換え . 第2S
期 の 各時間 に 試料細胞を採取 し て 図 2 の Expt.Ⅰ
と 同様 な方法で 短時間標識 D N Aの 複製の 割合 を
求 め た .
ま た第 1S期の 8 ～ 9 時間(⑯ - -(診), 10.5 ′･-
11.5 時間(図 叫 図) に 標 識し て の ち , 28.5 時間
に 5-BU d R(5〟g/mL)を 含む 培養液 に 置 き換え た場
合も全 く同様 に 行 な っ た .
短時間棲識し た す べ て の 細 胞 集団 が 汁 D N A
(均 一 に 標 識)の 複製 は第2S期 の ど の 測定時間で
もす べ て 破線(… … ) 上に 一 致し た .
用 い て 解析す る こ と に した (図8).
こ の 系で は , 5･ BUdR の 投与が 2 8.5 時間で も30.5
時 間で も複製様式 は変ら な い . すな わ ち , 第 2S期の開
始 は30.5時間頃に 起 っ て い る こ と を 示 して い る .
結果 は以 下の よう で あ る . ま ず 第1 に , 第1S期で の標
識順序が早い 14c-D N A(短時間標識)は ど , 第 2S期で
は複製が早く開始 し先行し て 進む . しか も , 50% 複製
付近 の 複製速度 は どの 時期の
1 4c- D N A でも は ぼ 同じ
で あ る . 第 2 に , S 期前半で 標識 し た D N Aの 複 製経
過 の 時間差が第1S期で の 各標識時間の 差 に 比 べ 短縮
さ れ て い る の に対 し て t S 期後半で標識 し た D N Aに
っ い て はむ し ろ延 長さ れ る . 第3 に , S 期 初期 に比 べ
後期 で 標識 し た D N Aの 方が 80% 複製 に要す る 時間
が 長い .
第 1の 結果 は, 第 1S期で の 複製順序 と第 2S 期の 複
製順序が全く同じ で あ る こ とを 示し て い る . 前節 (図
2 の Expt.Ⅰの 系) の 結果と考え合わ せ る と , こ の こ と
は S 期の あ ら ゆ る時期の D N A複製が連続し た 3世代
HeLaS 3細胞 に お け る D N A複製順序性 に つ い て の 研究
を通 じて
一 定の 順序で 行な われ て い る こ と を示 して い
る .
ま た , 第2, 3 の 結果 は何に よる の か は こ の 実験だ け
で は説明す る の が む ず か し い . しか し , 第1S 期初期や
後期と S 期中期 で 標識 した DNA を も つ 細 胞群 と
で
は, 第2 GI期で の 細胞進行の 速度 や乱 れ方が ち が う こ
と を反映し て い る の か もし れな い ･
2 . H ロ同調 法に よ る 解析
過去の 多く の 研究 は G I期で の 細胞進行の 乱 れ の 問
題を避ける た め に , 非生理 的な種 々 の D N A合成 阻 害
剤に よる同調法 を用 い て き た ･
Hydr oxyu r e a(H U)は , d G T P 及 び dA T Pの 細 胞
内プ ー ル の 欠乏を 引起 こす こ と に よ り D N A合成 を 阻
害する
39】4 0I
. こ の と き , R N A や蛋白質合成はほとん ど阻
害さ れ ない
37抑
. 従 っ て , H U同調法に よ り GI/S遷移
点で 細胞進行を止め多く の 細胞の S 期開始 を遅 ら せ
るこ と は , 細胞内の 高分子(D N A. R N A, 蛋 白質) 合成
活性の 間に 非平衡的状態を作り出す . こ の こ と を考え
ると , H U同調法は D N A複製の 過 程 に 何 ら か の 影 響
を与えて い る こ と も 考え られ る .
上述の 解析で 生理 的条件下で HeLaS 3細胞 の D N A
複製版序は3 世代に わ た っ て 一 定で あ る こ と を 示し た
が . H U同調法で は .果して D N A複製順序が保存さ れ
う るもの か どう か を しら べ た .
1) H Uに よ る D N A合成抑制と GI/S 遷 移点 で の
同調法に つ い て
3 10 3 0 10 0 さ0 0
HU(メg/ml)
図9 : 各種濃度の H Uに よ る D N A合成抑制
ベ ト リ デ ィ ッ シ ュ 申の 対数増殖期細胞 ( 1.2 ×
10
5 個) に 各種濃度の H U存在 し た ま ま3H･ T d R
(2/JC/ mり で 2 時間榛識し た の ち . デ ィ ッ シ ュ 当り
が H- T d Rの 取込 み量 ( ○)を測定 した .
H U(100〟g/ 山 及び280〟g/ mり の 存在下で 2
時間前培養し た の ち , 2時間0)3H- T d R標 識 し た
場合( ◎･) も全く 同様 に 行な っ た .
図は H U無添加の 対照の 取込 み畳 を 100 と して
表示し た .
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筆者の 使用 し た培養条件下で H Uの D N A合成抑制
の 程度を調 べ る た め , 対数増殖期に あ る HeLaS3細胞
を各種濃度の H U存在の もと で 2時間a)3H- T d R標 識
を 行な い . D N Aへ の 取込み量 を 測定 した (図9).
30〟g/ mLで ほぼ 90 % 以上0)3H-T d Rの 取込 み は 抑
制さ れ るが , 1 0〟g/ ml以 上の 濃度で も3 ～ 4%程 度 の
取込み が 見られ る . ま た 100 ない し200〃g/ 山 で 2 時
間の 前培養し た後 , 2時 間槙識す ると 対照の 約1 % ま
で 取込み 量 は減 っ た( 図9). 少く と も こ の 取込 み の 一
部は ミ ト コ ン ドリ ア に よ る もの か もし れ な い
42I
. 100
な い し 20地g/ mlで は, 10分以 内で 取込みの 抑制が起
0 5 1 0 1 5 2 0 2 5 3 0
T 血e(hr s)
図10 : M 期 同調法と さ ら に H U同調法を加え た と
き の S 親の 同調度の 比較及び H Uに よ る S 期開
始延期の D N A合成活性 に 対する 影響
M 期細胞採集法に より 同調化 し た 細胞及 び さ
ら に H U(100〃g/ m川こ より 再同調化し た 細胞の
第IS 期で の 同調度を3H- T d Rの 取込み 量 及 び オ
ー ト ラ ジ オ グ ラ フ 法 に よ る標識細胞の 割合の 変化
で し ら べ た .
第1S期の 各時間で 3H ･T d R短時間標識後 , 氷冷
した P.B.S. (50FLg/ mL T d Rを 含む) で 3回細胞
面を洗 っ た の ち , 0.25 %ト リプ シ ン 溶 液 で 細胞
分散さ せ , その う ち の 1/4 量 は
3
H ･T d Rの 取 込 み
量 の 測定に , 残り の 3/4 崖 は標識細胞の 割合を測
定す る た め に , 実験方法で 述 べ た よう に 行 な っ た .
M 期 細 胞 採 集 法 : 3H･T d R取 込 み . 2/上C/
m⊥30分 (○---r-〔二)). 10〃C/ mエ60分 ( ⑳【脚【■】
⑳) ; 標識細胞 の 割合(△ ∴一--△).
H Uに よ る 同調 法 : (0.5 ～ 16時 間処理)
3
トト
T d R取込 み . 2〃C/ 扉 30分(□¶--□) ; 標 識細
胞の 割合 (A
- -
A ). (0 .5 ～ 20時間処理)
3H-
TdR 取込 み . 10FLC/(nL60分 (困 一 観).
3H-T d R取込 み 実験 で は , 放射比活性濃度(2又は
10〟C/ 最) や標識時間(30又 は60分) に 違 い が
ある の で , 比較 の た め 13時間目で 0)3H- T d R取込
み量 を 1.00 と して そ の 他 の 測定点 は相対値 で 表
示し た .
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こ るが . 新鮮 な培養液で 細胞を洗う こ と に より . そ の
取込 み 能力は 20分以内に 回復す る(デ ー タ ー は示 して
い ない .).
GレS 遷 移点 で の 同調は以 下の よ う に 行 な っ た . M
期細胞採集法で同調培養を始め た 後(0時間), 0.5時
間か ら16時間ま で H U(10〟g/ 汀lエ) の 存在下 で 培養
し . 再度 GI/S 遷移点で 同調化し た . そ の 後 直ち に H U
を 除去 し . 一 定時間毎 に3H- T d R短時間標識し て . 3H -
T d Rの 取込み 及び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ 法 に よ る 標識
細胞の 割合 をし ら べ た ( 図10 ).
H U未処理 の 対照 で は S 期細胞が長時間に 渡 っ て 存
在す るの に 反し , 分裂期後16時間で H U を除去し た場
合に は ほぼ 1 時間以内に 90% 以上の 細胞が S 期 に 入
り . 大 部分の 細胞 は 7 な い し9 時間後に S 期 を 終る .
こ れ に 対応す る よ う に . D N A合成活性の 変化 の パ.タ
ー ン は , 対照 に 比 べ 1相 の よ り鋭 い ピ ー ク を もち . か
つ S 期の 長さ が 短縮し て い る . こ の よう に M 期間詞後
GI期で 1度乱 れた 細胞を , H Uに よ り GI/S 遷 移点
で 非常 に よ く 同調化しうる .
2) H Uに よ る S 期間始延期 の S 期 に 対す る影響 に
つ い て
前述 の HU 同調法(0.5 ～ 16 時間H U処理)よ り も
さ ら に 長く 20 時間まで H U処理 して , そ の 後 の S 期
の D N A金成癌性 パ タ ー ン を し ら べ た (図10 ; 両者
に は 放射比活性や標識時間の 違 い が あ るの で 補正し て
い る .).
S 期 の ほ ぼ半分に 相当 す る 4時間も S 期開始を遅ら
せ て も . S 期初期の D N A合成速度 の 増加や S 期 の 長
さ の 短縮 は起き な い . こ の 事 実は Ha mlin と Pa rde e
の 報告
37Iと も 一 致す る .
3 ) H U同調法の D N A複製の 順序保存性 に 対 す る
影響
3H 連続, 川c 短時間棲識し た 対数 増殖 期細胞 か ら
Retr o a ctiv eSyn chr oniz atio n法に よ り S 期初期標
識細胞分画 R.S(19～ 21 h) と R.S(12～ 14h) を集
め そ の 各 々 を 5･B Ud R(5〟g/rnL)存在下で 培養を つ づ
け た 未処理 群 と 0.5 時 間 か ら 20時間 ま で 5･B U d R
(5〟g/ 山) 及 び H U(100〟g/ mり 存在下で . そ の 後
5-B U d R(5FLg/ mL)の み で 培 養し つ づ け た H U処理 群
と に 分け , 図 2の Expt.I と同様 に 標識 D N Aの 第 2S
卿 こお け る複製様式を解析 し た ( 図11).
20時間目 で HU を除去 し た 同調細胞の 均 一 に 標 識
し た D N A(3H･ D N A) 及び 2 っ の 短 時間標識 D N A(14c･
D N A) の 複製速度 は , 未処理群に比 べ て 早く な っ て い
る こ とが わ か る . しか し H U 処理 した R.S(19～ 21h)
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図 11: H U同調法 に よ る D N A複製順序 性 に 対す
る 影響
3H 連続 . -4c 短時間標識し た 対数増殖期細胞か
ら Retr o a ctiv eSynchr oniz atio n法に よ り 集め
た S 期初期細胞分画 R.S (1 9～ 21h)と R.S (12～
14h)の
川
c -D N Aの 第 2S 期 に お け る 複製様式を,
未処理 と H U処理 (100[Lg/ mL , 0 .5 ～ 20時間)
の 場合に つ い て 図5 と同様 に 求め 比較 した .
R .S(19 ～ 21h) : 未処理 . 0 岬 0 ; H U処理
● -･---,● .
R.S. (12～ 14h) : 未処理 , △ 岬 △ ; H U処理
▲--▲ .
均 一 に 標識し た3H -DN A(… … )の 複製様式は R.S
(19～ 21 h)の も の で あ り , R.S (12～ 14h)の
14
c･
D N Aの 複製 は図 4 と同様 に 補正 して プ ロ ッ ト し
た .
処理 群の 場合と は と ん ど 同じで , 短縮が 起き て い な い .
さ ら に 標識 D N A複製 の 時間的経過 の 関係 は未処 理群
と 非常 に よく 似て い る .
こ の こ と は , S 期初期 の D N A複製順序保存性は
H U処理 に よ っ て 影響を受 け な い と い う こ と を 示して
い る . ま た , H Uの S 期開始延期に よ っ て は S 期初期
の D N A合成速度 の 増加や S 期の 長さ の 短縮が 起らな
い と い う 前項 の 事実 ( 図10) と も よ く 一 致す る .
考 察
本研 究に よ り . HeLaS 3細胞で は , S 期の あ ら ゆる
時期の D N A複製が連続し た 3世代を 通 じて 一 定 の 順
序 で 行 なわ れ て い る こ と を示 し た .
こ の 結論 は2 種類の 比較的生理的 な方法 に よ る解析
か ら得 られ . さ ら に H U同調法 を使用 し た方法に よ っ
て も 支持さ れ た .
こ れ ら の 解析 は , S 期の 特定期に 複製 す る D NA の
み を標識し た細胞群 を得て , こ の 標 識 D N A が次の S
期で ど の よ う な時期 に 複製す る か を相互 に 比 較する こ
と に よ っ て 行な わ れ た .
HeLaS 3細胞 にお け る D N A複製囁序性 に つ い て の 研究
第2S期の 複製様式 は , 第 1に . S 期 の 各細胞分画の
標鼓 D N A複製様式の ち が い を , 第2 に , 目的 とする 細
胞分画が ど の 程度S 期の 特定期で標識 し た 細胞 か ら
成立 っ て い るか (す なわ ち . 細胞分画の 均
一 性) を .
第3に , 標識後第2 S期に 至 る まで の 細胞進行 の 乱 れ
を反映しう る .
対数増殖期細胞 を短時間標識し た系で は 細胞 は M
期で同調した に もか か わ らず主に GI期で 同調 が く ず
れる( 図4 と図5 の 全 D N Aの 複製時間, 及 び図 10).
しか し, こ の 方法は短時間梗識 D N Aの 複製様式 の 相
互比較に は 本質的 に 影響 を与 え な い ば か り か , 全
D NA の 複製経過と比較す る こ と に よ り 複製時期 を大
よ そ決め る こ と が で き る .
14c連続, 3H 短時間標識し た対数増殖期細胞を用 い
た系(図 4) 及び
3H 連続 , 14c 短時間標識 した 対数増
殖期細胞を用 い た系 ( 図5 )の 実験 で S 期の あ らゆ る
時期の D N A複製 が 2世代に わ た り 一 定 の 順序で 行 な
われ る こと を示し た .
M 期同調細胞 に よ る解析法 は , 第1GI期で の 乱れ の
ために S 期の 特定期に あ る 細胞 の み を 標識 す る こ と
はでき な い . さ ら に , 細胞は標識後第2S期 に 至 るま で
著しく 乱 れる (図5 と図8 はこ の 事実 を示す . すな わ
ち, 全 D N Aの 80 %複製に 要す る 時間は第 1S 期で 約
14時間で あり , 第2S 期 で は約26時間で あ る .).
こ れ らの 事実に よ り , 標識 D N Aの 第2S 期 で の 複製
時期を正確に 示す こ と は , こ の 方法で は ほ と ん ど不可
能で ある . しか しな が ら , 一 定の 間隔で S 期全体に わ
たり 細胞を標識 して , そ の 標識 D N Aの 第2S期で の 複
製様式を相互 に 比較する こ と に より , 複製順序性の 有
無をし ら べ る こ と ば可能で あ る .
結果は , 全 S 期 に わ たり D N A複製 は 一 定の 順序 で
行なわれ ると仮定 し たと きに の み証明が可能な複製 パ
タ ー ン を示 した (図8).
従っ て . 対数増殖期細胞に 標識する系(Retr o a ctiv e
Syn chr o niz atio n法) と M 期間調法 に よ る 系の 結果
を合せて 考え ると , S期 の あ ら ゆる 時期の D N A複製
は連続 した少 なく と も3 世代 を通 じて 一 定の 順序 で 行
なわれて い る こ と を 示す .
Retr o active Syn chr o niz atio n 法 に よ る 解析 系
で . S 期初期分画0)3H 短時間標識 し た DNA の 複製様
式が核種の 交換 に よ り変化し た . こ れ は , こ の 分画に
S期初期以外に あ っ た細胞が混入し た こ と を 示 し て
い る .
こ れ は CsCl密度勾配遠尤､分離 パ タ ー ン の 変 化 に よ
っ て も裏付 け られ る . す なわ ち . 3H･ T d R短時間棲識
した S期初期細胞分画の3H･ D N A は全 D N A と同じ 比
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重を示 して い る( 図3,a)が t 14c･TdR 短時間標識で行
な っ たと き に は .
14
c- D N A は明ら か に 全 D N A より も
重い 比重を示 した(デ ー タ ー は示 して い な い). こ れ は ,
動物細胞 の S 期初期で 複製す る D N A は全 D N A よ り
も重い 比重を示すと い う 事実川
～ 14Iと よく 合う ,
こ の 細胞の 混入 は. 比活性の 高 い3H 短時間標識 に よ
っ て と く に S 期後半で 標識さ れた 細抱の 正常 な進行
(S, G2期) が 著 しく 障害さ れ た こ と を示す .
こ の よう な ト リ チ ウ ム の 放射能効果は他の寒験で も
観察 さ れ た . M 期 同調後第 1S 期 の 冬時間 で 川 c-
T d R短時間標識し た細胞集団で は , 対照とな る 全藩の
D N Aの 第2S期で の 複製経過 が非常に よ く 一 致 し た
(図 8). こ れ に 対して . 第1S期の 各時間で3H- T d R短
時間棲鼓し た細胞集団で は, 各々 の 全 D N A が蝮嵐 な
ば ら つ き の あ る複製経過を示した (図7). こ れ も 第
1S期で3H -T d R標識し た細胞集団の 中に S 期後半 で
標識さ れ た細胞が含ま れて お り . そ の 細胞が3‡1放射能
効果に より 細胞進行 を障害さ れ たと す る こ と で 就 明が
つ く .
一 方 , 比較的放射比活性 の 低い3H･T d Rで 連続標識
した 場合 に は ,細胞進行の 乱れ はあま り 顕著で な い(図
5. 図8). 図 5の 実験で は , 3H-T d R連続 , 14c ･T d R
短時間棲讃 した 対数増殖期細胞か ら S 期後期及 び初
期細胞分画を集め る に際 して , 8な い し 10時間 の 差
が ある . と こ ろが 同調培養後の S 期で , こ の 両分画の
短時間標識 D N Aの 複製経過の 時間差は約5時間 で あ
っ た . こ の 差 は実験誤差 に し て は大き い . す なわ ち .
こ れ は両 S期 の 長さ に 差が あ る こ と を示唆し て い る .
そ こ で . 3H 連続標識時に お け る HeLaS3 細胞の 集
団 サ イ ズ 倍化時間 及 び flo w mic r oflu o r o m etry
(F M F )を用い て 細胞周期の 分布を しら べ た .
集団サ イ ズ倍化時間は .未標識細胞集団で は25 時間
で あ る の に 対し て .
3
H 連続標識細胞集団で は31時間
を示し , 明らか に 延 長して い た . 一 方 t 未標識細胞集
団及 び
3H 連続標識細胞集団 の 細胞周期 の 分布 は ,
(GI期 + S 期初期)で 56.5 % と40.5% , S期 で 33% と
38.5% . (S 期後期 + G 2期 + M 期) で 10.5 %と 21
% で あ っ た .
3
H一 連続標識細胞集団 は未標識細胞集団
に 比 べ 明ら か に S, G2 期細胞の 増加(す な わ ち , S, G 2
期の 持続時間の 延 長) を示して い る . ま た . そ れ らと
一 致し て サ イ ズの 大き い 細胞 が増え て い る こ と が わか
っ た (未発表). す な わ ち , か な り非平衡的な生長条件
に ある こ と を 示 す . こ れ は . 比 較的比活性 の 低 い
( 0.5iLC/2LLg T d R/ nL)
3
H- T d Rの 連続標識 に 際して
も ト リ チ ウ ム の 放射能効果に よ る 細胞進行 (S, G 2
期) の 障害が あ る こ とを 示し て い る .
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比活性の 高い (2〟C/ mり
3
H 短時間標識に よ る 障害
はE hm a n nら隼が指摘 した よ う に , 多分 G2 遅滞の
形で あ ら わ れて い る . し か し . 比活性の 低い ト リ チ ウ
ム の 連続標識で は . G 2遅滞以 外 に S 期で の 細 胞進行
の 遅 延 を 示唆して い る .
ま た , H U を用い た 実験 は D N A複製順序性 の 機構
に つ い て 多少の 知見 を与え た .
図 11の 実験 は , 20時間目 の H U除去時 に S 期初期
分画 R.S (19～ 21h) の 短 時間標識 D N Aの 約 7 %･
そ し て 均 一 に標識した D N Aの 約1.5 %がす で に 複 製
して い る こ と を 示して い る . こ れ は . 分裂期後0.5時
間か ら 20時間ま で H U処理 し , 終 り の 5 時 間 に
3 廿
T d R を共存さ せ た オ ー トラ ジオ グ ラ フ 法 の 実 験 で 約
90 %の 細胞核が バ ッ クグ ラウ ン ドよ り有意 の 数 の 銀粒
子 を有 して い る事実(デ ー タ ー は示し て い な い ･)と も
よく 一 致す る . こ れ ら の 結果 は , 分裂期後20時間まで
H U処理 して い る 間に大部分 の 細胞 は S 期 の ご く 初
期に 入 っ て い て , D N A複製 を非常 に 遅い 速度 で 行 な
っ て い る こ と を示 して い る .
し か も, こ の と き全体 の R N A合成37卜や 蛋 白質合
成37匝=は活 発に 行 なわ れ て い る の で , 基質以外の 大部
分の 複製開始 や促進 に 要する因子 は蓄積 して い る はず
で あ る . そ れ に もか か わ らず , H U除去後 に は , S 期
初期 の D N A合成速度 の 増加や S期 の 短.縮 は み られ ず
(図10), さ らに D N A複製順序性(未処理 の 場合に比
し て の 複製経過の 相対的関係) の 変化も観察 さ れ な か
っ た ( 図11).
生理 的 な条件 の み な らず, 3H ･ 連続 療識 し た と き
(S 期 の 延 長)や R U処理 した と きの よう に 非平衡的生
長条件で も S 期で の 複製順序 は変化 しな か っ た . こ の
事実は , S 期細胞内で は D N A複製を開始な い し 促進
す る物質 が本来蓄積し え な い 機構 に な っ て い る こ と を
示唆する . す なわ ち , 細胞 は GI期 に S 期 の 開始と ごく
初期の 少量 の D N A合成に 必要 とす る物質 の み を 作
り , そ れ 以 降の 複製 に必要とする物質 は そ の 初期の 少
量 の D N A合成が起重な けれ ば作ら れ な い と い う モ デ
ル371で 説明で きる . あ る い は , 各複製単位(群)の 複製
開始 に は非常に 代謝回転の 早い 物質 が関与 して い る こ
と で も説明 で き る . こ の よ う な 問題 の 解決 に こ の
Retroa ctive Synchr o niz atio n法に よ る解析系 は投
立 っ で あ ろう ,
すで に 指摘 した よ う に , HU 処理 期間中に 大部分 の
細胞 はS 期 に 入 っ て い て , 非常 に 遅 い 速度で は あるが
D N A複製を行 な っ て い る . こ の こ と は , S 期の ご く
初期の 事象を し ら べ る の に 臼U 同調法 は不適当で あ る
こ と を示す . H U同調法を用い て S 期 の ご く 初期 の
山
D N A複製順序性を し ら べ た い く つ か の 研 究は
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, こ
の 点 で 問題 を残 し , 今後の 研究に 慎重を期さ な ければ
な ら な い だ ろう .
要 旨
HeLaS3細胞を用い て , 全S 期 に わ た る D N A複製
の 順序性の 有無を検討 した .
こ の 解析 は . S 期の 特定期に 複製する D N Aの みを
標識 し た細胞群 を得て , こ の 標識 D N A が次の S期で
ど の よ う な 時期 に 複製するか を 相互に 比較する こ とに
よ っ て 行な わ れ た . そ こ で . 全体 の D N A と特定 の 時期
の D N A を 2種の 異な る 放射性同位元素で標識 し , 次
の S 期 の 複製 は5･B U d R を取込 ませ . 複製 し 一 方の鎖
が 重 く な っ た D N A(HL 分画) へ の 棲識 の 移行に よっ
て 測定 し た .
1 . 短 時間標識 し た対数増殖期細 胞 か ら S 期 の 特
定期で 標識し た細胞分画 を集め同調培養後 , 第 2S期
で の 標識 D N Aの 複製様式 を解析 した . そ の 結 果, S
期全休の D N A複製順序 が 2世代 に わ たり 一 定で あ る
こ と を示 した .
2. M 期細胞を採集 して 同調化 し た後 ,第 1S期の 各
時期 で 標識 し , さ ら に 第 2S期で の 標 識 D NA の 複製様
式 を相互 に 比較検討 し た . こ の 方法 に よ る結果 は, 1
の 結 論を 支持し た .
1 , 2 の 結 果を合 せ て 考え ると . S 期の あ ら ゆ る時
期の D N A複製は連続 し た少 なく と も3 世代を通 じ て
一 定の 順序で 行な わ れ て い る こ と を 示す .
3. こ の 実験で , 3H -T d R標識 に よ る放射能効果が
観察さ れ た . 高い 比活性が H- T d R( 2FL C/ mL)で 標識
し た細胞の 短時間槙識 D N A は次 の S 期で 無秩序 に近
く複製す る . しか し ,
14
c-T d Rで 標識 し た場合に は,
こ の よ う な こ と は見 られ な い . しか も , こ の よう な影
響 は標識後叫期細胞を採集す る ま で の 時 間が 長く か
か る 分画( すなわ ち S 期初期分画) に よ り 強く あ らわ
れ る . 細胞 を比較的低 い 比 活性が H- T d Rで 連続標識
し た と き に も , S 期 と G2 期の 持続時間の 延長 が 見ら
れ た . し か し , 複製 の 順序性に は何 ら影響を及 ぼさ な
か っ た .
4. Hydr o xyu r e a(H U)は細胞内の 高分子合成酒性
の 間に非平衡的な状態を作り出す . そ こ で t H U同調
法 の S 期 へ の 影響 を 検討し た . S 期開始を遅らせ て も
S 期初期の D N A合成速度 , S 期 の 長さ 及 び D NA 複
製順序 は何 ら変化し な か っ た . こ れ は , D N A複製開始
な い し促進 に 関与す る物質 が本来細胞内に 蓄積しえな
い 機構 に な っ て い る こ と を 示唆する . ま た , H U処理
期間中に 大部分の 細胞 はすで に S 期 に 入 り , 非常に遅
HeLaS 3細胞に お け る D N A複製順序性 に つ い て の 研 究
い速度で D N A複製を し て い る . こ れ はS 期の ごく 初
期の 事象の 研 究 に は , H U同調法 は不適当で あ る こ と
を示す.
本研究を遂行する に あ たり , 御指導 , 御校閲を 賜わ り ま し
た吉川寛教授に深く 感謝致 し ます . ま た . 適切 な御助言を い
ただい た 山口 大学 高橋学教 乱 そ し て村上清史博士を始めと
する教室貞各位 . そ し て 図表の 作成に 助力 をい ただ い た 寺田
和代さん に対 して 謝意を表します.
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A bs t r a ct
Te mpor al regulatio n of DN Areplic atio ndu ring S phas eof the c ellcycle hasbee n
Studiedin HeLa S 3c e11s.
Cells pulse-1abeled with r adio active T d Rw e regiv e n ade n sity label by providing
5- bro m ode o xyu ridin edu ring the s ubsequ e nt S phas e■ By the us e of CsCl den sity
gradients･ the shift ofthe initial labelto the hybrid de n sity w a s dete cted a nd u sed to
estim atethe degr e ofreplicatio n oflabeled D N A du ring the subs equ e nt S phase. T he
res ults ar e su m m a rized a sfollo ws.
1 ･ Unifo r m s ubpopulatio n s ofcellslabeled at de丘n ed inte r v als c o v eringt he whole
S phas ew ere obtain edby a mitotic shake - Offm ethod afte rthe c ultur e sin a syn chro n ous
log phas ew er elabeled fo r60 min with r adio activ eT d R. The r eplic atio npattern of the
labeled D N A du ring 2nd Sphas eof synchr o n ous gro wth of e ach subpopulatio n wa s
a n aly s ed･ The re s ults show ed that D N Ar eplicatio n o c c u r red in tem po r al orde r ove r
tw o ge ne r atio n s.
2 ･ Syrchr o n o us c ultu■resw er einitiated by the mitotic shake- Offm et hod and the n
puls e-1abeled fo r6 0min with r adio activ e T d Rat v ario u stim es du ring lst S phase
follo w ed by a n alyzing the r eplic atio npatte r n oflabeled DN A du ring 2nd S phas e. The
re s ults s up po rtedthe c o n clusio ndesc ribed above.
Co n si de ring the r es ults of l a nd 2c o mbined, O n e C a n S ay t hat the te mpor ally
O rder ed replication du ring S phaseis c o n s er v ed atlea st o v e rthre ege n e ratio n sin HeLa
S3cells.
3･ Radiatio n effect of3H- T d Rw as obs er v ed. W he n c ells w er epuls e-1abeled with
3H- TdR ofhigh speci色c a ctivity. 2iLC/mL, the patte r n of t he r eplication of t he labeled
D N Ain the sus equ entcycle w as r a ndomiz ed m ore tha nthat whe npuls e w a s m ade with
1 4C･ T d R･ T helo ngerthe tim e elaps ed betw ee nthelabeling and the ha rve st by mitotic
Shake- Off･ the m o reeffect w as observed. W he n cells w er e u nifor mly labeled wi th3廿
TdR oflo wer spe cinc a ctivityt the du r atio n of bot hS a nd G2 phas e sw a s elo ngated,
altho ugh n o effect w as obs er v ed o nthe replicatio norder.
4 ･ E ffect ofsyn chr o nizatio n with hydr o xyu re aon S phas e w as e x amin ed. Delaying
e ntry into S phase wit hhydr o xyu r eadidn ot signiAc a ntly cha nge t he initial rate or
duratio n of D NA r eplicatio na ndthe te mpo ral pr ogram ming of DN A replic atio n upo n
rem o v al of hydroxyu r ea･ T his res ult s ug gested Lhat the substa n ce s r espo n sible for
initiation o r stim ulation of D N Areplicatio n didn ot a cc u m ulate in t he c ell. The data
als oindicatedthat the majority ofsynchr o niz ed populatio n c o uldinitiate and c o ntin ue
D N Areplicatio n at v e ry slo w r ate du ring the tr eatm e nt. Th is m e a nt t hat ce11s
Syn Chr o niz ed with hydr o xyur ea w e re n ots uitable to the study oft he e arliest e v e nts in
S phas e.
